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@ Bioaktive Beschichtung von Oberflachen 

(g) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur bioaktiven Be- 
schichtung der Oberflache von Substraten, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafS man mindestens ein Monomer der all- 
gemeinen Formel R-(A)a, in der 

R einen ein- oder zweifach olefinisch ungesattigten orga- 
nischen Rest mit der Wertigkeit ^ bedeutet, A eine Carb- 
oxylgruppe -COOH, Schwefelsauregruppe -OSO2OH, Sul- 
fonsauregruppe -SO3H, Phosphorsauregruppe 
-OPO{OH)2, Phosphonsauregruppe -PO(OH)2, Phospho- 
rigsauregruppe -0P(0H)2, phenolische Hydroylgruppe 
Oder ein Salz oder einen Ester einer der genannten Grup- 
pen bezeichnet und Ifiir eine ganze Zahl von 1 bis 6 
steht, 

strahleninduziert auf einer aktivierten Substratoberflache 
pfropfpolymerisiert, mit der MafSgabe, dafS ein Monomer 
I, in dem A eine Carboxylgruppe -COOH oder ein Salz 
oder einen Ester der Carboxylgruppe bedeutet, entweder 
mindestens einen weiteren Rest A mit einer anderen der 
I fur A genannten Bedeutungen enthalt oder zusammen 
, mit mindestens einem weiteren Monomeren I verwendet 
I wird, in dem A eine andere der fiir A genannten Bedeu- 
tungen hat. Das Verfahren eignet sich zur Hersteliung von 
medizintechnischen oder biotechnischen Artikein, Lager- 
behaltern oder Verpackungen. 
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Beschreibung « 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur bioaktiven Beschichtung der Oberflache von Substraten, vorzugsweise von 
Kunststoff- (Oder Polymer)substraten durch Pfropfpolym^risatipn. Eine wichtige Eigenschaft der erfindungsgemaB auf- 
5 gebrachlen Beschichtungen ist ihre gute Vertraglichkeit'im Koniaki: mit Korperfliissigkeiten und Gewebe. Je nach Funk- 
tionalitat der Beschichtungsmonomeren bzw. nach dem Molverhaltnis bestimmter funktioneller Gruppen in der Be- 
schichtung werden die Oberflachen dariiber Kinaus bakterienabweisend und zellproliferationsheimnend oder bakterien- 
abweisend und zellproliferalionsfordemd. Die Erfindung betrifft weiterhin Gegenstande mit derart beschichteten Ober- 
flachen sowie die Verwendung dieser Gegenstande flir medizinische oder biotechnische Zwecke. 
10 Die Ansiedelung und Vermehrung von Bakterien auf Oberflachen ist eine in der Regel unerwunschte Erscheinung, die 
haufig mit nachteiligen Folgen verbunden ist. So konnen in der Trinkwasser- und Getranketechnik Bakterienpopulatio- 
nen zu einer gesundheitsgefahrdenden Qualitatsminderung fiihren. Bakterien auf oder in Verpackungen bewirken haufig 
den Verderb von Lebensmitteln oder verursachen sogar Infektionen bei dem Verbraucher. In steril zu betreibenden bio- 
technischen Anlagen stellen systemfremde Bakterien ein erhebliches prozeBtechnisches Risiko dar. Solche Bakterien 
15 konnen mit Rohstoffen eingetragen werden oder bei mangelhafter Sterilisation in alien Anlageteilen zuriickbleiben. Telle 
der Bakterienpopulation konnen sich durch Adhasion dem normalen Hiissigkeitsaustausch beim Sptilen und Reinigen 
entziehen und sich im System vermehren. 

Weiterhin sind Bakterienansiedelungen in Wasseraufbereitungsanlagen (z. B. zur Entsalzung durch Membranen) oder 
auch in Behaltem bekannt, die mit gelosten oder flussigen unverdiinnten organischen Substanzen gefullt sind und fiir 
20 Bakterienpopulationen vorteilhafte Bedingungen aufweisen. Solche mikrobiellen Belegungen konnen in erheblichem 
Umfang zur Blockierung und/oder korrosiven Zerstorung der Anlage fiihren. 

Besondere Bedeutung kommt dem Schutz vor Bakterierianhaftimg und -ausbreitung in der Emahrung, der Pflege, hier 
insbesondere in der Altenpflege, und in der Medizin zu. Bei Massenbekostigungen oder -ausschank existieren besonders 
dann eriiebliche Risiken, wenn zur Vermeidung von Abfall von Einweggeschirr abgesehen wird und eine nur unzurei- 
25 chende Reinigung des Mehrweggeschirrs erfolgt. Die schadliche Ausbreitung von Bakterien in lebensmittelfuhrenden 
Schlauchen und Rohren ist ebenso bekannt wie die Vermehrung in Lagerbehaltem sowie in Textilien in feuchter und war- 
mer Umgebung, z.B. in Badem. Solche Einrichtungen sind bevorzugte Lebensraume fiir Bakterien, ebenso wie be- 
stiirmite Oberflachen in Bereichen mit hohem Publikumsverkehr, so z. B. in offentlichen Verkehrsmittebi, Krankenhau- 
sem, Telefonzellen, Schulen und insbesondere in offentlichen Toiletten. 
30 In der Alten- und Krankenpflege erfordem die haufig geminderten Abwehrkrafte der Betroffenen sorgfaltige MaBnah- 
men gegen Infektionen, insbesondere auf Intensivstationen und in der hauslichen Pflege. 

Besondere Sorgfalt bedarf die Verwendung medizinischer Gegenstande und Gerate bei medizinischen Untersuchun- 
gen, Behandlungen und Eingriffen, vor allem dann, wenn derartige Gerate oder Gegenstande mit lebendem Gewebe oder 
mit Korperfliissigkeiten in Kontakt kommen. Im Falle von Langzeit- oder Dauerkontakten, beispielsweise bei Implanta- 
35 ten, Kathetem, Stents, Herzklappen und Herzschrittmachem, konnen Bakterienkontaminationen zu einem lebensbedro- 
henden Risiko fiir den Patienten werden. 

Es wurde bereits auf vielfaltige Weise versucht, die Ansiedelung und Ausbreitung von Bakterien auf Oberflachen zu 
unlerbinden. In J. Microbiol. Chemoth. 31 (1993), 261-271 beschreiben S.E. Tebbs und T.S.J. Elliott lackartige Be- 
schichtungen mit quatemaren Anunoniumsalzen als antimikrobiell wirkenden Komponenten. Es ist bekannt, daB diese 
40 Salze von Wasser, waBrigen oder anderen polaren Medien sowie von Korperfliissigkeiten aus dem Beschichtungsmate- 
rial herausgelost werden und ihre Wirkung somit nur von kurzer Dauer ist. Dies gilt gleichermaBen fiir die Einarbeitung 
von Silbersalzen in Beschichtungen, so beschrieben in WO 92/18098. 

T. Ouchi und Y. Ohya beschreiben in Progr. Polym. Sci. 20 (1995), 211 ff., die Immobilisierung von bakteriziden 
Wirkstoffen auf Polymeroberflachen durch kovalente Bindung oder ionische Wechselwirkungen. Haufig sind in solchen 
45 Fallen die keimtotenden Wirkungen gegenuber dem reinen Wirkstoff deutlich reduziert. Heteropolare Bindungen erwei-" 
sen sich oft als nicht hinreichend stabil. Daruber hinaus fuhrt die Keimabtotung in der Regel zu unerwUnschten Ablage- 
rungen auf den Oberflachen, die die weitere bakterizide Wirkung maskieren und die Grundlage fUr eine nachfolgende 
Bakterienbesiedelung bilden. 

W. Kohnen et al. berichten in ZBL Bakt. Suppl. 26, Gustav Fischer Verlag, Stuttgart- Jena-New York, 1994, Seiten 408 
50 bis 410, daB die Adhasion von Staphylococcus epidermidis auf einem Polyurethanfilm vermindert wird, wenn der Film 
durch eine Glinmientladung in Gegenwart von Sauerstoff vorbehandelt und dann mit Acrylsaure gepfropft wird. 

Wie erwahnt, ist es wdchtig, daB bei Verwendung medizinischer Gegenstande und Gerate bei medizinischen Untersu- 
chungen, Behandlungen und Eingriffen eine Bakterienkontamination dieser Gegenstande und Gerate verhindert wird. 
Bei manchen dieser Gegenstande und Gerate, die mittel- oder langfristig mit lebendem Gewebe oder Korperfliissigkeiten 
55 in Kontakt kommen, ist zudem eine Haftung und Ausbreitung von korpereigenen ZLellen ausgesprochen unerwiinscht. So 
sind Zellbesiedelungen bei mittelfidstig intrakorporal applizierten Kathetem ebenso schadlich wie bei langfristig implan- 
tierten Stents oder Herzklappen. 

Weiterhin kann die Transparenz von Intraokularlinsen infolge von ZeUbesiedelung nach der Implantation kontinuier- 
lich abnehmen. Eine Reihe von Verfahren zielt darauf ab, eine ZeUbesiedelung, beispielsweise durch die Einarbeitung 
60 bestimmter Metalle oder Metallsalze in die Halterung der Inn-aokularlinse zu vermeiden, wobei die Wiritung jedoch 
meist unvollstandig und nicht nachhaltig ist. Auch in WO 94/16648 wird ein Verfahren beschrieben, durch das die Pro- 
liferation von Zellen auf der Oberflache von implantierten Okularlinsen aus Polymermaterial verhindert werden soli. 

GemaB EP 0 431 213 sollen Polymere mit zellabweisenden Eigenschaften ausgestattet werden, indem ihre Oberflache 
mit starken Mineralsauren hydrophiliert wird. Die nachtragliche chemische Modifikation von Polymeroberflachen ist je- 
65 doch meist nicht gleichmaBig, Es bleiben in der Regel nicht oder nicht ausreichend behandelte Stellen zuruck, die Aus- 
gangspunkte fiir eine ZeUbesiedelung bilden. Weiterhin sind die zellabweisenden Eigenschaften der so behandelten 
Oberflachen haufig nicht daueriiaft. ^ 

Andererseits sind fiir bestinunte Verwendungen Gegenstande mit Oberflachen erwunscht, die bakterienabweisend 
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sind, aber die Besiedelung SBRllen fordem. Das gilt z. B. fiir eine Reihe von GerSIRr medizinische Uniersuchun- 
gen. Behandlungen und Eingriffe und ebenso fur manche Prothesen, die in das Gewebe einwachsen sollen, in das sie im- 
plantieri wurden. Solche Gerate und Prodiesen, z. B. kunstliche Huftgelenke oder Zahne, bestehen haufig aus polymer- 
ummantelten Materialien, wie Utan. 

SchlieSlich miissen Materialien fiir Gerate un4 yDrrichtungen, die mil Korperflussigkeiten, wie Blut oder Lynaphe, 5 
Oder mit Gewebe in Kontakt kommen, veriraglich fiir ihre fremde Umgebung sein. Insbesondere isl Blutvertraglichkeii 
eine wichpge erwunschte Eigenschaft. Die Materialien mussep also moglichst ausgepragte antithrombische Eigenschaf- 
ten haben. 

Es gibt also verschiedene, einander teilweise ausschlieBende Anforderungen an die bioaktiven Eigenschaften der 
Oberflache von Polymeren, die fur medizinische Verwendungen bestimmt sind. Sie sollen stets bakterienabweisend und lO 
vertraglich mit Korperflussigkeiten und Gewebe sein, aber wahlweise zellproliferationshenunend oder -fordemd wirken. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, ein verbessertes Verfahren zur Beschichtung von Oberflachen 
zu entwickeln, mit dem die Oberflachen bioaktiv, namiich bakterienabweisend und vertraglich fiir Korperflussigkeiten 
und Gewebe sowie wahlweise zellproliferationshemmend oder -fordemd beschichlet werden konnen, ohne daB die me- 
chanischen Eigenschaften der behandelten Materialien dadurch verandert werden oder sonsuge erfaebliche Nachteile ein- 15 
treten. 

. Es wurde uberraschenderweise gefunden, daB sich die Oberflache von Substraten, insbesondere von polymeren Sub- 
straten, vorteilhaft bioaktiv beschichten laBt, wenn man mindestens ein Monomer der allgemeinen Formel 

Formel I: R-(A)a 20 

in der 

R einen ein- oder zweifach olefinisch ungesattigten organischen Rest, beispielsweise einen Kohlenwasserstoffrest, mit 
der Wertigkeit a bedeutet, 

A eine Carboxylgruppe -COOH, Schwefelsauregruppe -OSO2OH, Sulfonsauregruppe -SO3H, Phosphorsauregruppe - . 25 
OPO(OH)2 Phosphonsauregruppe -PO(OH)2 Phosphorigsauregruppe -OP(OH)2, phenolische Hydroxylgnippe oder ein 
Saiz Oder einen Ester einer der genannten Gruppen bezeichnet, und 
a fiir eine ganze Zahl von 1 bis 6 steht, 

strahleninduziert auf einer aktivierten Substratoberflache pfropfpolymerisiert, mit der MaBgabe, daB ein Monomer I, in 
dem A die Carboxylgruppe -COOH oder ein Salz oder einen Ester der Carboxylgruppe bedeutet, entweder mindestens 30 
einen weiteren Rest A mit einer anderen der fur A genannten Bedeumngen enthSlt oder zusammen mit mindestens einem 
weiteren Monomeren I verwendet wird, in dem A eine andere der fiir A genannten Bedeutungen hat. 

Unter den Salzen der fiir A genannten Gruppen werden die Alkalisalze und insbesondere die Natriumsalze bevorzugt. 

Das gemeinsame Kennzeichen der Monomeren der Formel I ist, daB sie 1 oder 2 olefinische Doppelbindungen sowie 
mindestens eine saure Gruppe oder ein bestiimntes Derivat, namiich ein Salz oder einen Ester, einer sauren Gruppe auf- 35 
weisen. 

Durch Plasma-induzierte Pfiropfpolymerisation von funktionellen Monomeren erzeugte Beschichtungen auf verschie- 
denen Substraten sind z. B. aus B. Lassen et aL, Clinical Materials 11 (1992), 99-103, bekannt und auf Biokompatibilitat 
untersucht worden. Eine aktivierende Vorbehandlung wird nicht erwahnt. Zudem ist Plasma kein optimaler Polymerisa- 
tionsinitiator. H. Yasuda spricht dementsprechend in J. Polym. Sci.: Macromolecular Review, Vol. 16 (1981), 199-293, 40 
von der undefinierten und nicht kontrollierbaren Chemie der Plasma-Polymerisation. Dies mag fur manche Zwecke ak- 
zeptabel sein, ist jedoch fiir medizinische und biotechnische Anwendungen problematisch, weil es gerade hier auf repro- " 
duzierbare Beschichtungen von gleichbleibend hoher Qualitat besonders ankommt. 

Uberraschenderweise sind die bakterienabweisenden Eigenschaften der erfindungsgemaB mit einem carboxyl-, car- 
boxy lat- Oder carbonestergruppenhaltigen Monomeren I zusammen mit einem anderen Monomeren I beschichteten 45 
Oberflachen deutlich starker ausgepragt als dies bei der Modifizierung mit Acrylsaure nach W. Kohnen et al., loc. cit, un- 
ter vergleichbaren Bedingungen der Fall ist 

Die erfindungsgemaB beschichteten Oberflachen zeigen eine bemerkenswerte Kombination vorteilhafter Eigenschaf- 
ten und daher eine hervorragende physiologische VertraglichkeiL Sie sind insbesondere gut blutvertraglich und vermin- 
dem die Adhasion und Vermehrung von Bakterien in einem hohen MaBe auch iiber langere Zeit. Von dieser Wirkung be- 50 
troffene Bakterien sind u. a. Staphylococcus aureus. Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Klebsiella 
pneumoniae, Pseudomonas aeroginosa und Escherichia coU. Gleichzeitig wird meistens auch die Prohferation von Zel- 
len inhibiert, beispielsweise von Fibroblasten und Endothelzellen, wie menschlichen Nabelschnurzellen. Die besonderen 
Bedingungen, unter denen eine Beschichtung bakterienabweisend, aber zellproliferadonsfordemd sind, werden spater 
erlautert Die Oberflachen der erfindungsgemaB beschichteten Substrate sind firei von migrationsMiigen und/oder extra- 55 
hierbaren Monomer- und Oligomeranteilen. Unerwiinschte Nebenwirkungen durch freigesetzte koiperfremde Stoffe 
oder durch abgetotete Bakterien werden von vomherein vermieden. 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren werden die Substratoberflachen zunachst, wie in der Folge naher beschrieben, 
akdviert und anschlieBend unter Einwirkung von UV-Licht durch schonende Pfiropfpolymerisation oder -copolymerisa- 
tion beschichteL 60 

1. Die Monomeren ' 

Bei der Pfi:opf(co)polymerisadon setzt man z. B. als Monomer I vorteilhafi dne Mischung von Monomeren der allge- 
mein«i Formeb 11 oder m 65 

Formel H : (CoHj^^ J(COORi)^ 
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Formel IE: (C^YL2n-q~-^)(^02R\ 

ein. In den Formeln, die in der allgemeinen Formel I eingeschlossen sind, steht 

5 n jeweils unabhangig fur eine ganze Ziahl von 2 bis einschliefilicii '6; 
X jeweils unabhangig fur 1 Oder 2; 

g jeweils unabhangig fur 0 oder 2; und *" . 

bedeutet der Rest jeweils unabhangig -H, ein Aquivalent eines Metallions, insbesondere ein Alkalimetallion, einen 
10 Rest eines aliphatischen, cycloaliphatischen oder araliphatischen Alkohols, vorzugsweise eines Alkanols mit 1 bis 6, ins- 
besondere mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen, eines Cycloalkanols mit 5 bis 12 KohlenstoflFatomen, eines Arylalkanols mil 7 
bis 10 Kohlenstoffatomen oder eines Alkanols mit Sauerstoff- und/oder Stickstoffatomen in der Kette und bis zu 12 Koh- 
lenstoffatomen, 

. wie .(CH2-CH2-0)d-H, -(CHj-CHCCHg^Od-H, -(CH2-CH2-CH2-0)d-H 

15 Oder -(CH2)d-NH2^(R2)e, wobei R2 fiir -CH3 oder -C2H5, d fur 1, 2, 3 oder 4 und e fur 0, 1 oder 2 steht. 

Den gegebenen Definitionen entsprechend bedeutet der Rest (CoH2o^_3^) jeweils unabhangig einen geradkettigen oder 
verzweigten einwertigen Alkenylrest (q = 0, x = 1) oder Alkadienykest (q = 2, x = 1) oder einen zweiwertigen Alken- 
ylenrest (q = 0, x = 2) oder Alkadienylenrest (q = 2, x = 2). 

Anstelle von zwei Monomeren 11 und EH kann man auch nur ein Monomer (II + IE) einsetzen, das die Gruppen - 
20 COORl und -SO3RI in demselben Molekul enthalt. 

Auch vom Benzol abgeleitete Monomere der allgemeinen Formel 

Formel IV: (CfiH^i^^BbR^^COIDd 

25 konnen eingesetzt werden, worin 

B jeweils unabhangig einen ein- oder zweiwertigen geradkettigen oder verzweigten Rest der Formeln 
(QH2n_i_^_J(COOR^)^ Oder (CnH2D-i_n_^)(S03Ri)^ bedeutet, wobei R^, n, q und x wie zuvor definiert sind; 
R3 jeweils unabhangig Ci^-Alkyl, -NH2» -COOH, -SO3H, -OSO3H, -OPO(OH)2, -P0(0H)2, -OPCOH),, - 
OPO(0-)OCH2-CH2-N-(CH3)3, -PO(0-)0-CH2-CH2-N*(CH3)3, -OP(0-)OCH2-CH2-N*(CH3)3 oder gegebenenfalls 

30 ein Salz, insbesondere ein Alkalisalz, oder einen Ester der genannten Gruppen bedeutet: 

b fur 1,2, Oder 3 steht; 

c fiir 0, 1, 2, oder 3 steht; und 

d fiir 0, 1,2, Oder 3 steht; 

35 

mit der MaBgabe, daS b + c + d < 6, vorteilhaft < 4 ist. 

Naturlich konnen auch beliebige Mischungen von Monomeren der allgemeinen Formeln H, III und IV fur das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren eingesetzt werden. 

Andere geeignete Monomere sind der Formel I entsprechende neuu-ale oder saure Schwefelsaureester und Salze der 

40 letzteren; Sulfonsauren, deren Salze und Ester, Phosphonsauren, deren neutrale oder saure Salze, neutrale oder saure 
Ester sowie Salze der letzteren; Phosphorsaureester, deren neutrale oder saure Salze, neutrale oder saure Ester sowie 
Salze der letzteren; und Phosphorigsauren, deren neutrale oder saure Salze, neuUrale oder saure Ester sowie Salze der 
letzteren. Auch diese Monomeren konnen im Gemisch untereinander und/oder mit den Monomeren der allgemeinen For- 
meln II, m und IV fiir das erfindungsgemaBe Verfahren verwendet werden. 

45 SchlieBlich seien noch 1 bis 3-wertige (oder -basische) Phenole sowie deren Salze, die der Formel I entsprechen, als 
geeignete Monomere erwahnt. Auch sie werden gegebenenfalls im Gemisch untereinander und/oder mit den zuvor er- 
wahnten Monomeren eingesetzt. 

Fiir das erfindungsgemaBe Verfahren hat sich eine Kombination aus Monomeren I bis IV bewahrt, die zu Beschichtun- 
gen fiihrt, welche einerseits Carboxyl- und/oder Carboxylatgruppen und andererseits Sulfonsaure- und/oder Sulfonat- 

50 gruppen aufweisen. Es gibt unter dem Aspekt der Vertraglichkeit hinsichtlich der genannten Gruppen drei mogliche 
Zweierkombinationen, namlich Carboxyl - und Sulfonsauregruppen, Carboxyl- und Sulfonatgruppen sowie Carboxylat- 
und Sulfonatgruppen, weiterhin zwei Dreierkombinationen, namlich Carboxyl-, Carboxylat- und Sulfonatgruppen sowie 
Carboxyl-, Sulfosaure- und Sulfonatgruppen. Alle diese Kombinationen charakterisieren brauchbare Ausfiihrungsfor- 
men des erfindungsgemaBen Verfahrens. Naturlich ist es auch moglich, Monomere einzusetzen, deren funktionelle Grup- 

55 pen nach der Pfropf^olymerisation verandert werden. So kann man z. B. den Acrylamid-Baustein nachtraglich durch Hy- 
drolyse in saurem Medium in den Acrylsaure-Baustein umwandebi. Weiterhin kann man Carboxyl- und Sulfonsaure- 
gruppen durch Neutralisieren (z. B. in Phosphatpuffem) sowie Carbonester- und Sulfosaureestergruppen durch Hydro- 
lyse in Carboxylat- bzw. Sulfonatgruppen uberfiihren. 

In der genannten Kombination kann das molare Verhaltnis von Carboxyl- und/oder Carboxylatgruppen zu Sulfon- 

60 saure- und/oder Sulfonatgruppen in der Beschichtung in weiten Grenzen schwanken. Besonders ausgepragte zellprolife- 
rationsinhibierende Eigenschaflen werden erzielt, wenn das genannte Verhaltnis 0,2 bis 3, vorteilhaft 0,4 bis 3 und ins- 
besondere 0,4 bis 2 betragt. Die beschichteten Oberflachen zeigen in bemerkenswerter Weise bakterienabweisende, aber 
zellproliferationsfordemde Eigenschaften, wenn das besagte molare Verhaltnis 2 bis 10, vorteilhaft 3 bis 10 und insbe- 
sondere 3 bis 5 betragt. Zellproliferationsfordemd im Sinne der Erfindung ist eine Beschichtung dann, wenn die Haftung 

65 und Vermehrung von S augetierzeUen durch die Beschichtung im Vergleich zu der unbeschichteten Oberflache verbessert 
Oder jedenfalls weniger stark beeinu-achtigt wird als die Haftung und Vermehrung von Bakterien. 

Von den geeigneten Monomeren der allgemeinen Formeln I bis IV, die eine oder mehrere gleiche oder verschiedene 
Reste A im Molekiil enthalten, seien beispielsweise genannt: 
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Acrylsaure, Natriumacrylal|^^)utylacrylat, 2-Ethylhexylacrylat, 2-HydroxyethylSBRi, 2-(2-Hydroxyethoxy)ethyl- 
acrylat, 2-Hydroxy-l-niethylethylacrylat, 2-N,N-Dimethylaminoethylacrylat, Methacrylsaure, Nairiummethacrylat, n- 
Propylmethacrylat, 2-Hydroxyethylmethacrylat, 2-(2'-Hydroxyethoxy)ethylmelhacrylat, 2- Hydroxy- l-methylethylme- 
thacrylaL, 2-N,N-Dimethylaminoethylmethacrylat, 

Diethylenglykolmethacrylat, Triethylenglykoldiacij'laU 4-yinylsalicylsaure, Itaconsaure, Vinylessigsaure, Zimtsaure, 4- 5 
X^ylbenzoesaure, 2-\^nylbenzoesaure, Sorbinsaure, Kaffeesaure, Maleinsaure, Metbylmaleinsaure, Crotonsaure, Iso- 
croionsaure, Fumarsaure, Dimethylfumarsaure, Methylfumarsaure, Dihydroxy maleinsaure, Allylessigsaure; 
NatriumallylsuifaC Natriumallylsulfonat, Natriummethallylsulfat Natfiummethallylsulfonat, Natriumvinylsulfonat, 
nylsulfonsaure-2-hydroxyethylester, 4-Vinylbenzolsulfonsaure, Natriumstyrolsulfonat, Natriumvinyltoluolsulfonat; 
Buten-(2)-diol-(l,4)-diphosphat, Buten-(2)-diol-(l,4)-diphosphonat, die Dinalriumsalze der beiden Phosphate bzw. lo 
Phosphonate, Diallylphosphit; 

2-Vinylphenol, 2-Allylhydrochinon, 4-Vinylresorcin, m-Hydroxystyrol, o-Hydroxystyrol, p-Hydroxystyrol, Carboxyl- 
vinylbenzolsulfonsaure. 

Bei einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens verwendet man als Monomer I eine Mi- 
schung aus Monomeren der allgemeinen Formeln V und VI 15 



CHRi=CHRi 

k CHR1=CHR5 

(H— i— R3— R4 )r, (V) und. ^2 (VI) 

H— i— R3— R4 ioORS 



20 



In den Formeln I und n bedeuten 

Wasserstoff oder den Methylrest, 
R2 einen zweiwertigen organischen Rest, vorzugsweise einen aliphatischen, cycloaliphatischen oder aromatischen Koh-: 30 
lenwasserstoffrest mit bis zu 10 Kohlenstoffatomen, oder eine C-C-£infachbindung, 
R3-Ooder-NH-, 

R** Wasserstoff oder den Rest -S03-Na^ 

R5 Wasserstoff, den Methylrest oder den Rest -R2-COO"Na*, 

R^ Wasserstoff oder Na und 35 
n 4 oder 5; 

mit der MaBgabe, daB mindestens einer der Substituenten R^ ein Rest -SC)3-Na* ist. 

In bevorzugten Monomeren V und VI bedeutet 
Ri Wasserstoff, 

R2 einen Alkylenrest mit 1 bis 4 Kohlenstoflfatomen, einen Phenylenrest oder eine C-C-Einfachbindung, - - 40 

R3-(>oder-NH-, 

R4 Wasserstoff oder den Rest -S03-Na+, -1^ 
R5 Wasserstoff oder den Rest -R^-COQ-Na^ 
R^ Wasserstoff oder Na und steht 

n fur 4. 45 

Die Monomeren V enthalten modifizierte Zuckerreste, vorzugsweise von Pentosen und insbesondere von Arabinose. 
Die Zuckerreste enthalten mindestens einen der Reste -0-S03*Na^ (O-Sulfat) oder -NH-SOs-Na"^ (N-Sulfat), bevorzugt 
benachbart zu dem Rest R^. Sie weisen vorzugsweise 1 bis 4 c^eser Reste auf. In einem Zuckerrest konnen O-Sulfat- und 
N-Suifatreste gleichzeitig vorliegen, wobei dann der N-Sulfatrest bevorzugt benachbart zum Rest R^ positioniert ist. Al- 
temativ kann der Zuckerrest aber auch ausscblieBlich eine Art dieser Reste enthalten, z. B. nur OSulfatreste. Jede der 50 
genannten Spezies (nur O-Sulfat enthaltende sowie N-Sulfat-haltige Reste) ist fur sich allein oder zusammen mit der an- 
deren Spezies als Monomer V geeignet. Das Mischungsverhaltnis betragt also 0 : 100 bis 100 : 0. 

Das Mengenverhalmis, in dem die Monomeren V und VI eingesetzt werden kann, in weiten Grenzen schwanken. So 
kann das Molverhaltnis der N-Sulfat- und/oder O-Sulfatgruppen des Monomers V zu den Carboxyl- und/oder Carbox- 
ylatgruppen des Monomers VI bespielsweise 1 : 100 bis 100 : 1 betragen. Bevorzugte Molverhaltnisse liegen zwischen 55 
1 : 20 und 20 : 1. 

Die Herstellung der Monomeren V ist in der deutschen Patentanmeldung . . . (O.Z, 5195) im einzelnen beschrieben. 
Sie sei hier anhand eines Spezialfalles erlautert, der von D-Glucono-l,5-lacion 1 ausgeht und zu einem Monomer V 
fiihrt, das von einer Pentose, namlich der D- Arabinose, abgeleitet ist. Der Fachmann wird jedoch das Verf ahren ohne 
weileres auf andere geeignete Edukte iibertragen konnen. 60 

In einer ersten Stufe werden die Hydroxylgruppen des Lactons 1 durch Acetalisierung geschutzt, z. B. mit Aceton in 
Methanol als Losemittel. Dabei wird das Lacton gespalten, und man erhalt ein Isomerengemisch aus Methyl-3,4;5,6-di- 
Oisopropyliden-D-gluconat 2 und Methyl- 2,3 ;5,6-di-0-isopropyliden-D-gluconat 3. Dieses Gemisch wird in einer 
zweiten Stufe reduziert, z. B. mit Lithiumaluminiumhydrid, wodurch die Carbonesterfunktion zur Carbinolfunktion 
wird. Man erhalt wiederum ein Isomerengemisch, namlich 3,4*,5,6-Di-Oisopropyliden-D-sorbit 4 und 2,3;5,6-Di-0-iso- 65 
propyliden-D-sorbit 5. In einer dritten Stufe wird dieses Isomerengemisch mit einem Oxidationsmitiel, wie Natriumpe- 
riodat, unter Spaltung der Kohlenstofifkette zu einem einheitlichen Produkt, dem Arabinosealdehyd 2,3;4,5-Di-0-isopro- 
pylidenaldehydo-D- arabinose 6 oxidiert. In der anschlieBenden vierlen Stufe wird eine X^nylfiinktion eingefiihrt, z. B. 
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durch eine Grignard-Reaktion mil 4-Vinylphenylmagnesiumchlorid. Man erhalt ein teilgeschutztes 4-Vinylphenylpen- 
tanpentaol, 2,3;4,5-Di-0-isopropyliden-l-(4-vinylphenyl)-D-gluco(D-manno)-pentitol 7, das in der Folge kurz als Ara- 
sty bezeichnet wird. 

Diese Stufenfolge 1 bis 4 wird durch das folgende Re^ktionsschema veranschaulicht: 




CH3OH. H* 

• ^ 

Aceton, 

Dimethoxypropan 




90OCH3 




LiAIH^ 






— OH 








— OH 









CHO 




. 4-ChIor5tyrol 




Diese Reaktionsfolge ist von H. Regeling et al.. Reel. Trav. Chim. Pays-Bas 1987 (106), 461; D.Y. Jackson, Synth. 
Commun. 1988 (18), 337; und G. Wulff et al., Macromol. Chem. Phys. 1996 (197), 1285 naher beschrieben worden. 
Zur Herstellung einer dem Arasty 7 entsprechenden Verbindung mit einer Aminogruppe in l-SteUung kann man Ara- 
35 sty in einer ersten Stufe zum entsprechende Kelon, (2,3;4,5-Di-Oisopropyliden-D-arabino)-(4-vinylphenyl)-keton 8, 
oxidieren. Dieses wird in einer zweiten Stufe reduktiv zum Amin l-Amino-l-desoxy-2,3;4,5-di-0-isopropyHden-l-(4- 
vinylphenyl)-D-gluco(D-manno)-pentitol 9 umgewandelt. Diese Reaktionsfolge wird durch das folgende Formelschema 
erlautert: 
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DMSQ/(COC{h 




KaCNSH) 
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In der ersten Stufe kann Arasty Z z. B. mit dem Komplex (?) aus Oxalylchlorid und Dimethylsulfoxid bei einer Tem- 
peratur von < -50°C in einem inerten Losemittel oxidiert werden. Die reduktive Aminierung in der zweiten Stufe erreicht 
man vorteilhaft mit Natriumcyanoborhydrid als Reduktionsmittel in Gegenwart von Ammoniumacetat in einem Lose- 
mittel unter WasserausschluB bei Raumtemperatur. 

Heparin enthalt ungeschutzte Hydroxylgruppen und ist Osulfatiert und N-sulfatiert. Die Verbindungen 7 und 9 wer- 
den daher in einer ersten Stufe entschutzt (deacetalisiert) und in einer zweiten Stufe und/oder N-sulfatiert, damit das aus 
ihnen hergestellte Polymer moglichst weitgehend heparinanalog ist. Die Entschutzung gelingt in saurem Medium, in 
dem Ketale nicht bestandig sind, Man erhitzt die geschutzten Verbindungen z. B. mit verdunnter Mineralsaure oder ei- 
nem sauren lonenaustauscher und erhalt aus 7 l*Hydroxy-l-desoxy-l-(4-vinylphenyl)-D-gluco(D-manno)-pentitol 10 
und aus 9 das 1 -Amino- l-desoxy-l-(4-vinylphenyl)-D-gluco(D-manno)-pentitol 11. Die Entschutzung und die nachfol- 
gende Sulfatierung werden durch das folgende Formelschema wiedeigegeben: 
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9KNH2 



0.1 N HQ 
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HO— 
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R-H odofSOj'Na' 



Diebeidoi Verbindungen 10 und 11 werden sulfatiert, zweckmaBig mittels eines Schwefeltrioxid-Pyridin-Komplexes. 
Wegen der vorweggenoininenen DeacetaHsierung kommt es bei der Sulfatierung nicht zu einem einheitlichen Produkt 
mit einer oder mehreren Sulfatgruppen in definierten Positionen. Es sollten jedoch die primaren Hydroxylgruppen und 
die Aminogruppen bevorzugl sulfatiert werden. Durch Wahl eines geeigneten Molverhaltnisses von Schwefellrioxid zu 
Hydroxy 1- bzw. Aminogruppen kann der Sulfatierungsgrad geregelt werden. Vorteilhaft wird durchschnittlich mehr als 
eine Sulfatgruppe pro Molekul eingefiihrt, da Heparin etwa 2,7 Sulfatgruppen pro Disaccharideinheit (entsprechend 1,35 
Sulfatgruppen pro Molekul Monomer I) enthalt. Durch Sulfatierung der entschiitzten Aminverbindung 11 erhalt man 
gleichzeitig 0-Sulfat- und N-Sulfatgruppen im Molekul, was im Ifinblick auf die die angestrebte Heparinanalogie er- 
wunscht ist. 

Die Sulfaderung wird vorteilhaft bei Raumtemperatur durchgefiihrt, um eine vorzeitige Polymerisation zu vermeiden. 
Nach langerer Zeit, z. B. bis zu 100 Stunden, ist die Reaktion trotzdem vollstandig. Als Losemitlel kann man z. B. iiber- 
schiissiges Pyridin oder einen Ether, wieTeU-ahydrofuran, verwenden. Da die Sulfatgruppen der Reaktionsprodukte sau- 
relabil sind, empfiehlt es sich, der Eduktlosung vor dem Zusatz des Schwefeldioxid-Pyridin-Komplexes ein wasserbin- 
dendes Mittel zuzusetzen, z. B. ein Molekularsieb. Aus demselben Grunde ist es empfehlenswert, nach Beendigung der 
Reaktion das Reaktionsgemisch zunachst durch Zusatz von Wasser und bald darauf einer Base (die den pH im alkali- 
schen Bereich halt) zu hydrolysieren. Eine geeignete Base ist z. B. eine gesattigte Bariumhydroxidlosung, die zugleich 
Sulfationen ausfallt. Uberschiissige Bariumionen konnen z. B. durch Einleiten von Kohlendioxid gefallt werden, gege- 
benenfalls nach vorsichtigem Einengen unter Entfemung von LosemitteL Das Bariumcarbonat >yird abfiltriert und das 
Filtrat uber eine lonenaustauschersaule in der Na*-Form gegeben oder anderweitig mit dem lonenaustauscher behandelt, 
um die Bariumionen gegen Natriumionen auszutauschen. Aus der weiter eingeengten Losung kann man durch Gefirier- 
trocknen die Produkte, O-sulfatiertes 1 -Hydroxy- 1-desoxy-l -(4- vinylphenyl)-D-gluco(I>manno)-pentitol 12 bzw. N- 
und O-sulfatiertes 1 -Amino- l-desoxy-l-(4vinylphenyl)-D-gluco(D-manno)-pendtol 13 jeweils in Form des Nauiumsal- 
zes als pulverfbrmige Feslstoffe gewinnen. Beide Stoffe entsprechen der Formel V und sind fiir die vorliegende Erfin- 
dung geeignete Monomere. 

Bei den Monomeren VI handelt es sich um bekannte und gut zugangliche Stoffe, die die fiir die heparinanaloge Wir- 
kung erforderlichra Carboxyl- oder Carboxylalgruppen beisteuem. Geeignete Monomere VI haben eine olefinische 
Doppelbindung und eine oder zwei Carboxyl- bzw. Carboxylatfunktionen oder Funklionen, die in Carboxyl- bzw. Car- 
boxy latfunktionen umgewandelt werden konnen, wie Carbonesler-, Carbonamid- oder Carbonsaureanhydridgnippen, 
Als Gegenionen zur Carboxylatfunkuon dienen Natriumionen. Beispiele fiir geeignete Monomere n sind die Sauren 
(Meth)acrylsaure, Crotonsaure, 4-\^nylbenzoesaure, Maleinsaure, Fumarsaure, Itaconsaure, Vmylessigsaure, Zimtsaure, 
Crotonsaure, Isocrotonsaure, Methylmaleinsaure, Dimethylfumarsaure, Methylfiiniarsaure, Dihydroxymaleinsaure, Al- 
ly lessigsaure sowie deren Natriumsalze. 
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2, Weitere gegebenenfalls mitverwendbare Monomere 

Neben den beschriebenen Monomeren I bis V mit den aufgefuhrten blutvertraglich machenden und bakterienabwei- 
send bzw. zellproliferationsinhibierend wirkenden Grupppn kann man auch andere Monpmere mitverwenden, die inso- 
5 weit neutral oder allenfalls schwach wirksam sind. Dazu gehoren z. B. Vinylether, wie Vmylmethylether und Vmylbuty- 
lether; Vinylketone, wie Vinylethylketon; Olefine und Piolefine, wie 1-Buten, 1-Hexen, 1,3-Butadien, Isopr^en und Chlo- 
ropren; Acryl- und Methacrylamid; Vinylaromaten, wie Styrol, Vinyltoluol und Divinylbenzol; un^ Vmylsiloxane. Diese 
Monomeren konnen sogar in iiberwiegender Menge vorhanden sein, z. B. bis zu 90 mol% ausmachen. 

10 3. Die Substratmaterialien 

Als Substratmaterialien eignen sich vor allem alle polymeren Kunststoffe, wie Polyurethane, Polyamide, Polyester 
und -ether, Polyetherblockamide, Polystyrol, Polyvinylchlorid, Polycarbonate, Polyorganosiloxane, Polyolefine, Poly- 
sulfone, Polyisopren, Poly-Chloropren, Polyteu*afluorethylen (PTFE), Polyacrylate, Polymethacryiate, entsprechende 
15 Copolymere und Blends sowie naturliche und synthetische Kautschuke, mit oder ohne strahlungssensitive Gruppen. Das 
erfindungsgemafie Verfahren laBt sich auch auf Oberflachen von lackierten oder anderweitig mit Kunststofif beschichte- 
ten Metall-, Glas- oder Holzkorpem anwenden. 

3. Die Aktivierung der Substratoberflachen 

20 

Die Oberflachen der Substrate konnen erfindungsgemaB nach einer Reihe von Methoden aktiviert werden. Zweckma- 
Big werden sie zuvor in bekannter Weise mittels eines Losemittels yon Olen, Fetten oder anderen Verunreinigungen be- 
freit. 

3.1 Die Aktivierung von Standardpolymeren ohne UV- strahlungssensitive Gruppen kann vorteilhaft durch UV-Strah- 
25 lung, z. B. im Wellenlangenbereich von 100 bis 400 nm, vorzugsweise von 125 bis 310 nm erfolgen. Eine geeignete 

Strahlenquelle ist z. B. ein UV-Excimer-Gerat HERAEUS Noblelight, Hanau, Deutschland. Aber auch Quecksilber- 
dampflampen eignen sich zur Substrataktivierung, sofem sie erhebliche Strahlungsanteile in den genannten Bereichen 
' emittieren. Die Exposition szeit betragt im allgemeinen 0,1 Sekunden bis 20Minuten, vorzugsweise 1 Sekunde bis 
10 Minuten. Es hat sich gezeigt, daB die Anwesenheit von SauerstofiF vorteilhaft ist. Die bevorzugten Sauerstoffdriicke ' 
30 liegen zwischen 2x10"^ und 2x10*^ bar. Man arbeitet beispielsweise in einem Vakuum von 10^ bis 10"^ bar oder unter 
Verwendung eines Inertgases, wie Helium, Stickstoff oder Argon, mit einem SauerstofFgehalt von 0,02 bis 20 Promille. 

3.2 Die Aktivierung kann erfindungsgemaB auch durch ein Hochfrequenz- oder Mikrowellenplasma (Hexagon, Fa. 
Technics Plasma, 85 551 Kirchheim, Deutschland) in Luft, Stickstoff- oder Argon-Atmosphare erreicht werden. Die Ex- 
positionszeiten betragen im allgemeinen 30 Sekunden bis 30 Minuten, vorzugsweise 2 bis 10 Minuten. Der Energieein- 

35 trag liegt bei Laborgeraten zwischen 100 und 500 W, vorzugsweise zwischen 200 und 300 W. 

3.3 Weiterhin lassen sich auch Korona-Gerate (Fa. SOFTAL Hamburg, Deutschland) zur Aktivierung .verwenden. Die. 
Expositionszeiten betragen in diesem Falle in der Regel 1 Sekunde bis 10 Minuten, vorzugsweise 1 bis 60 Sekunden. 

3.4 Die Aktivierung durch Elektronen- oder gamma-Sirahlen (z. B. aus einer Kobalt-60-QuelIe) ermoglicht kurze Ex- 
positionszeiten die im allgemeinen 0,1 bis 60 Sekunden beU*agen. . 

40 3.5 Beflammungen von Oberflachen fuhren ebenfalls zu deren Aktivierung. Geeignete Gerate, insbesondere solche 
mit einer Barriere-Flammenfront, lassen sich auf einfache Weise bauen oder beispielsweise beziehen von der Fa. ARCO- 
TEC, 71297 Monsheim, Deutschland. Sie konnen mit Kohlenwasserstoffen oder Wasserstoff als Brenngas betrieben 
werden. In jedem Fall muB eine schadliche Uberhitzung des Substrats vermieden werden, was durch innigen Kontakt mit 
einer gekiihlten Metallflache auf der von der Beflammungsseite abgewandten Sub stratoberfl ache leicht erreicht wird. Die 

45 Aktivierung durch Beflammung ist dementsprechend auf verhaltnismaBig dunne, flachige Substrate beschrankt. Die Ex- 
. positionszeiten belaufen sich im allgemeinen auf 0,1 Sekunde bis 1 Minute, vorzugsweise 0,5 bis 2 Sekunden, wobei es 
sich ausnahmslos um nicht leuchtende Rammen handelt und die Abstande der Substratoberflachen zur auBeren Ram- 
menfront 0,2 bis 5 cm, vorzugsweise 0,5 bis 2 cm betragen. 

3.6 Weiterhin lassen sich die Substratoberflachen auch durch Behandlung mit starken Sauren oder starken Basen akti- 
50 vieren. Von den geeigneten starken Sauren seien Schwefelsaure, Salpetersaure und Salzsaure genannt. Man kann z. B. 

Polyamide 5 Sekunden bis 1 Minute mit konzentrierter Schwefelsaure bei Raumtemperatur behandeln. Als starke Basen 
eignen sich besonders Alkahmetallhydroxide in Wasser oder einem organischen Losemittel. So kann man z. B. ver- 
dunnte Nau-onlauge 1 bis 60 Minuten bei 20 bis 80°C auf die Substrate einwirken lassen. Altemativ konnen beispiels- 
weise Polyamide aktiviert werden, indem man 2%iges KOH in Tfetrahydrofuran 1 Minute bis 30 Minuten auf die Ober- 
55 flache einwirken laBt. 

3.7 SchUeBlich konnen schon bei der Herstellung der Substratpolymeren Monomere mit UV-strahlungssensitiven 
Gruppen einpolymerisiert werden. Als solche eignen sich z. B. Furyl- oder Cinnamoylderivate, die z. B. in Mengen von 
3 bis 10 mol% angewandt werden konnen. Gut geeignete Monomere dieser Art sind Cinnamoylethylacrylat und -meth- 
acrylat. 

60 In manchen Fallen, z. B. bei hochhydrophoben Polymeren, kann es empfehlenswert sein, die Substratoberflachen 
durch eine Kombination aus zwei oder mehr der genannten Methoden zu aktivieren. Bevorzugte Aktivierungsmethoden 
sind die unter 3 . 1 und 3.2 genannten. 

4. Die Beschichtung durch Pfropf(co)polymerisation 

65 

Wenn die Substrate nach einer der unter 3.1 bis 3.6 beschriebenen Methoden vorbehandelt wurden, werden die akti- 
vierten Oberflachen zweckmaBig 1 bis 20 Minuten, vorzugsweise 1 bis 5 Minuten der Einwirkung von Sauerstoff, z. B. 
in Form von Luft, ausgesetzt. 



8 



DE 197 20 370 A 1 

AnschlieBend weiden dii^pfebenenfalls auch gemaB 3.7) aktivierten Oberflac^^lch bekannten Methcxlen, wie 
Tauchen, Spriihen oder Slreichen, mil Losungen des oder der erfindungsgemaB zu verwendenden Vinylmonomeren be- 
schichlet. Als Losemittel haben sich Wasser und Wasser-Ethanol-Gemische bewahrt, dcx:h sind auch andere Losemittel 
verwendbar, sofern sie ein ausreichendes Losevermogen fiir die Monomeren aufweisen und die Subsu-atoberfiachen gut 
benetzen. Je nach Loslichkei t der Monomeren und gewunschter Schichtdicke der fertigen Beschichtung konnen die Kon- 5 
zentrationen der Monomeren in der Losung 0,1 tiiS 50 GeWichtsprozent betragen. Losungen mit Monomerengehallen . 
von 3 bis 10 Gew.-%, beispielsweise mil etwa 5 Gew.-%, haben sich in der Praxis bewahrt und eigeben im allgemeinen 
in einem burchgaiig zusanunenhangende, die Subsdratoberftkche bedfeckende Beschichtungen mit Schichidicken, die 
mehr als 0,1 pm betragen konnen. 

Nach dem Verdampfen des Losemittels oder auch schon wahrend des Verdampfens wird die Polymerisation oder Co- lO 
polymerisation der auf die aktivierten Oberflachen aufgebrachten Monomeren zweckmaBig durch Strahlen im kurzwel- 
ligen Segment des sichtbaren Bereiches oder im langwelligen Segment des UV-Bereiches der elektromagnetischen 
Strahlung bewirkt. Gut geeignet ist z. B. die Strahlung eines UV-Excimers der WeUenlangen 250 bis 500 nm, vorzugs- 
weise von 290 bis 320 nm. Auch hier sind Quecksilberdampflampen geeignet, sofern sie erhebliche Strahlungsanteile in 
den genannten Bereichen emittieren. Die Expositionszeiten betragen im allgemeinen 10 Sekunden bis 30 Minuten, vor- is 
zugsweise 2 bis 15 Minuten. 

Bisweilen ist es zweckmaBig die beschriebenen Arbdtsschritte einschlieBlich der Aktivienmg zu wiederfiolen, um 
mittels einer solchen Mehrschichttechnik eine hermetisch geschlossene und/oder dickere Beschichtung sicherzustellen. 
Altemativ ist es auch moglich, das aktivierte Substrat, gegebenenfalls nach der beschriebenen Sauerstoffbehandlung, in 
die Losung des oder der erfindungsgemaB zu verwendenden Vmylmonomeren einzutauchen und im getauchten Zustand 20 
zu bestrahlen. Durch orientierende Versuche laBt sich unschwer feststellen, bei welchen Bestrahlungszeiten mit einer ge- 
gebenen Strahlenquelle und bei welchen, gegebenenfalls langeren Kontaktzeiten von Substrat und Losimg die ge- 
wiinschte Schichtdicke erreicht wird. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur bakterienabweisenden und zellproliferationsinhibierenden Beschichtung der 
Oberflache von Substraten und insbesondere von polymeren Kunststoflfen gestattet die genaue Einstellung von Molver- 25 
haltnissen verschiedener funktioneller Gruppen, die zur Inhibierung der Bakterienadhasion und/oder -ausbreitung sowie 
der Zellproliferation optimal sind. Dariiber hinaus bietet das Verfahren den Vorteil, daB bei Wahl entsprechender Akti- 
vierungsmethoden bereits bewahrte Kunststoffe unier Beibehaltung ihrer mechanischen Eigenschaften und ihrer Form 
zusatzlich bakterienabweisend und zellproliferationsinhibierend modifizierbar sind. Im allgemeinen sind keine weiteren 
Vor- Oder Nachbehandlungen erforderlich. Hochhydrophobe Kunststoffe bediirfen gegebenenfalls einer hydrophilieren- 30 
den Vorbehandlung, z. B. durch chemisches Atzen mit Sauren oder Basen oder durch Plasma-Behandlung, um .eine aus- 
reichende Benetzbarkeit durch die Monomerenlosimg zu erreichen. Die hochhydrophoben Kunststoffe werden dann 
gleichzeitig hydrophiliert und im Sinne der vorliegenden Erfindung aktivierL ^ 

Zur weiteren Erlauterung der vorliegenden Erfindimg werden die folgenden Beispiele gegeben. Die darin verwendeten 
"Monomeren sindl;teUvertretend fur~^^eine Vielzahl anderer unter die aUgemeinen Formein I bis WfiUenden Verbindun- 35 
gen. 

Beispiele 

Die verwendeten Monomeren 40 

Von den in der Tabelle 1 aufgefiihrten Monomeren wurden jeweils 5 Gew.-% waBrige Losungen unter steiilen Bedin- 
gungen hergestellt. 
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TabeUe 1 



Eingesetzte Monomere - 5 Gew.-% Losung 



Losungs- 
nummer 


Monomer " 


Kurzzei - 
Chen 


S 1 


Natri umstyrol sul f onat 


NaSS 


S 2 


Acryl saure 


AAc 


S 3 


Methacryl sSure 


MAAc 


S 4 


Maleinsaure 


MAC 


S 5 


2-[(N-Diniethylamino)ethyl]-acrylat 


DMAEA 


S 6 


Natri umvi nyl sul f onat 


VS 


S 7 


Methacryl oyl oxyet hyl phosphoryl chol i n . 
CH2=C(CH3 ) -COO-CH2CH2OPO2- -CH2 -CH2 -N* (CH3 )3 


PCHEMA 


S 8 


Di ethyl engl ykol methacryl at 


DEGMA 


S 9 


Butadi en- (1 . 3) -di ol - ( 1 , 4) -di phosphat 


B0D1.4DP 


S 10 


Kaffeesaure . 


KafAc 


S 11 * 


4-Vinyl resorcin 


4VR 


S 12 


4-Vinylsalicylsaure 


4VSAC 



* 1 Gew,-« Losung 



Die 2u beschichtenden Substrate 

Die Untersuchungen zu den Auswirkungen der erfindungsgemaBen Beschichtungen auf bakterienabweisendes Verhal- 
ten wurden an Folien aus den in TabeUe 2 aufgefiihrten Kunststoffen durchgefiihrt, die jeweils Starken von 0,1 mm und 
eine fiir die Bestimmung relevante Oberflache von 4 cm^ besaBen. Sie wurden sowohl durch Losen der Pulver in Lose- 
mitteln, anschlieBendes GieBen in Petrischalen und Trocknen, als auch durch Kalandrieren, Extrudieren, Pressen oder 
Rakeln hergestellt. In einigen Fallen standen Folien vom Hersteller zur Verfugung. 
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Tabelle 2 



Bingesetzte Folien 



FoliQn- 
Nr. 


Kunststoff 


Name. Quelle 


Herstellung 


F 1 


Polyamid 12 


VESTAMID(R). HOLS AG 


Extrudieren 


F 2 


Polystyrol 


VESTYRON(R>. HULS AG 


Pressen 


F 3 


Polyurethan 


PELLETHANE<R> 2363-A 
DOW CHEMICAL COMPANY 


Extrudi eren 


F 4 


Polyetherblockamid 


VESTAMID(R). HULS AG 


Extrudieren 


F ^ 


Pol vethvlen 


VESTOLEN^R' A. 
VESTOLEN GmbH 


Extrudieren 


F 6 


Polypropylen 


VESTOLEN(R) P. 
VESTOLEN GmbH 


Extrudieren 


F 7 


Polyorganosiloxan 


NG 37-52, Silicon 
GmbH. NQnchritz 


Rakeln 




TabeUe2 
Eingesetzte Folien (Fortsetzung) 


F 8 


Polyvinyl Chi orid 


VESTOLIT(R> + DEHP. 
VESTOLIT GmbH 


Brabandern 


F 9 


PTFE 


HOSTAFLON(R) . . 
HOECHST AG 


Extrudi eren 



Die Aktivierung dear Substratoberflachen 
Die Folien wurden zunachst aktiviert, wahlweise nach den Tabelle 3 angegebenen Verfahren und Bedingungen. 
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TabeUe 3 
Aktivierungsbedingungen 



Aktivierungs- 
kennzei chen 


Akti vi erungs verf ahren 


Bedingungen 


A 1 


UV- Exci mer-Strahl en 

/ — -170 yyrr^\ 

\ —Lie \\\\\) 


1 s - 20 TDin, 1 inbar, 
H cin ADSLana 




11 1 Is.1 UWc 1 1 CI i|J 1 dcllld 

(Argon) 


1 s - ou nnn, i moar, 


A 3 


Hochf requenzpl asnia 


1 s - 30 min. 6 mbar 


A A 


uuroria 


u,is - bus, <c mm ADstand 


A 5 


Befl ammen 


CH4:Luft=l:10;4cin Abstand 


A 6 


/y-Strahlen 


1 MRad 


A 7 


Elektronenstrahlen 


1 min 


A 8 ■ 


NaOH-Losung 


1%. 5 min. 60°C 


A 9 


UV-Excimer-Strahlen 
( = 308 nm) 


10 s - 20 min 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Beschichtung der Substratoberfiachen durch Pfropf(co)polymerisation 

Nach der Aktivierung werden die Folien, GieBkorper oder anderen Substratkorper sowie im Falle technischer Ferti- 
40 gung die Extrudate oder SpritzguB-Korper mit den Losungen SI bis S16 beschichtet, und zwar nach den in Tabelle 4 an- 
gegebenen Verfahren. 



45 



Tabelle 4 
Beschichtungsverf ahren 



Beschi chtungskennzei Chen 


Beschi chtungsverf ahren 


T 1 


Tauchen 


T 2 


Spruhen 


T 3 


Streichen 



50 



55 



Wahrend des Tauchens oder nach dem Tauchen, Bespruhen oder Bestreichen wird mit Strahlen im Bereich von 
60 250-500 nm, vorzugsweise 290-320 nm bestrahlt. 

Bestimmung der bakterienabweisenden Eigenschaften 

Die Priifung auf Adhasion von Bakterien kann mit verschiedenen Stammen vorgenommen werden. Hierzu eignen sich 
65 besonders die in TabeUe 5 aufgefuhrten Bakterien, da sie in kUnischen Isolaten von infizierten Kathetem haufig vorkom- 
men. 
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TabeUe 5 



Bakterienstamme zur Messung der primaren Adhasion 

5 





Stanim 


B 1 


Staphylococcus aureus 


B 2 


Staphylococcus epidermidis 


B 3 


Escherichia coli 


B 4 


Klebsiella pneumoniae 



Das Verfahren zur Bestimmung der primaren Adhasion (also unabhangig von spaterer Vermehrung) dieser Bakterien- 
stamme wild beispielhaft fUr Klebsiella pneumoniae in der Folge beschrieben. Die primare Adhasion der anderen 20 
Stamme (Bl bis B3) wurde analog bestimmt. 

Bestimmung der primaren Bakterienadhasion unter statischen Bedingungen 

Eine Uber-Nacht-Kultur des Bakterienstammes Klebsiella pneumoniae in Hefeextrakt-Pepton-Glukose-Nahrmedium 25 
(!% + !% + 1%) wird abzentrifugiert und in Phosphat-gepufferler Saline (= PBS; 0,05 m KH2PO4, pH 7,2 + 0,9% NaCl) 
wieder aufgenommen. Man verdunnt mit PBS-Pufifer auf ein Zellkonzentration von 108 ZeUen/ml. Die suspendierten 
Bakterien werden mit dem zu unlersuchenden Folienstiick fur 3 h in Beriihrung gebracht Dazu werden doppelseitig be- 
schichtete kreisformige Folienstiicke mit einem Durchmesser von 1,6 cm (= 4,02 cm^) auf eine Prapariemadel gesteckt 
und mit der Zellsuspension geschiittelt. Einseitig beschichtete Folien werden in Form einer runden, ebenen Scheibe von 30 
4,5 cm Durchmesser und mit einer Stiitzmembran aus 2-3 cm dickem Weich-PVC in eine Membranfilterapparatur ein- 
gespannt. Auf die nach oben zeigende Seite mit der zu priifenden Beschichmng wird die Zellsuspension aufgegeben und 
3 h geschiittelt. Die Membranfilterapparatur muB dicht sein, d. h. es darf keine Zellsuspension durch undichte Zellen aus- 
flieBen. 

Nach Ablauf der Kontaktzeit wird die Bakteriensuspension mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und die Fblien- 35 
stiicke werden zum Waschen mit 20 ml steriler PBS-Losung in einem 100 ml Becherglas 2 min geschiittelt. Das Folien- 
stiick wird nochmals in sterile PBS-Losung eingetaucht und dann in 10 ml erhitztem TRIS/EDTA (0,1M Trishydroxy- 
ethylaminomethan, 4 mM Ethylendiamintetraessigsaure, mit HCl auf pH 7,8 eingestellt) fiir 2 min im siedenden Wasser- 
bad extrahiert. 

Mit der Exu-aktionslosung werden kleine Eppendorf-Cups befiillt und sofort bis zur Biolumineszenz-Bestimmung des 40 
extrahierten Adenosintriphosphats (ATP) bei -20**C eingefroren. Die Bestimmung wird wie folgt ausgefiihrt: In ein 
transparentes Rohrchen aus Polycarbonat wird 100 \il Reagentienmix (Biolumineszenz-Test CLS 11, Fa. BOEHRINGER 
MANNHEIM GmbH) gegeben, und iiber einen Zeitraum von 10 sec werden in einem Lichtimpuls-MeBgerat LUMAT 
LB9501 (Laboratorien Prof. Berthold GmbH, 75323 Bad Wildbad, Deutschland) die Lichtimpulse integriert. Dann wird 
eine 100 pi Probe zugegeben und emeut gemessen. Die reladven Lichteinheiten (RLU) werden durch Subtraktion der 45 
Lichtimpulse im Reagentienmix von der Anzahl der gemessenen Lichdmpulse im kompletten Ansatz erhalten. Dieser 
Wert steht in Relation zu der Anzahl der an der Folic adharierten Bakterien. Der Unorechnungsfaktor zwischen dem 
RLU- Wert und der Bakterienzahl wird besunmit, indem ein Aliquot von 0,1 ml der Bakteriensuspension mit 10* Zel- 
len/ml in 10 ml heiBem TRIS/EDTA exurahiert und dann der ATP-Gehalt bestimmt wird. 

Fur Klebsiella pneumoniae ergibt sich eine Wert von 1,74 • 10* RLU = 1 • lO'' Zellen im ATP-Extraktionsansatz. Bei 50 
einem gemessenen Wert von 4,7 • 10* RLU von 4 cm^ Folie waren pro cm^ Folienoberflache 

4.7-104 

= 1.175-104 RLU/cm2 =6,8-106 Zellen/cm^ 



primar adhariert. 

Ergebnisse 

60 

In den folgenden Tabellen 6a und 6b sind die verschiedenen Bedingungen und die B:gebnisse von insgesamt 27 Ver- 
suchen und Vergleichsversuchen ohne vorherige Aktivierung (14, 16, 18, 20, 22, 24, 26) zusanunengestellt. 



65 
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Die Tabellen 6a und 6b verdeutlichen, 
die zu einer erheblichen Reduziening der 
gleich zu den unbeschichteten Substralen, 



daB nach dem erfindungsgemaBen Verfahren Beschichtungen erfialten werden, 
Bakierienadhasion fiihren. Die Minderungen liegen deullich iiber 50% im Ver- 
. Weilerhin lassen die Vergleichsbeispiele (Versuche 3, 4 und 15) erkennen, daB 
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durch Aktivierung der Substratoberflachen mit UV-Excimer-Strahlen der Wellenlange 172 nm (Al) oder Plasmabehand- 
lung (A2, A3) uberraschenderweise hohere Inhibierungen der Bakterienadhasion ( > 90%) erreicht werden als mit ande- 
ren Aktivierungsmitteln, wie Elektronenstrahlen (A7, Versuch 13) oder NaOH-Losungen (A8, Versuch 17). 

Die in den Tabellen wiedergegebenen Ergebnisse zeigqn weiter, daB man mit einem einzigen Monomer erfolgreich ar- 
5 beiten kann (S7, Versuch 25), daB aber auch Copolymerisate au's zwei Monomeren, namlich aus Natriumstyrolsulfonat 
und Acrylsaure (SI + S2; Versuch 15), Natriumstyrolsulfonat und Maleinsaure (SI + S4; Versuch 17), Natfiumvinylsul- 
fonat und Kaffeesaure (S6 + SIO; Versuch 21) sowie Acrylsaure und Natriumvinylsulfonat (S2 + S6; Versuch 27) Be- 
schichtungen mit guten bakterienabweisenden Eigenschaften ergeben. 

10 Patentanspriiche 

1. Verfahren zur bioaktiven Beschichtung der Oberfiache von Substraten, dadurch gekennzeichnet, daB man min- 
destens ein Monomer der allgemeinen Formel 

15 Formel I: R-(A\ 

in der R einen ein- oder zweifach olefinisch ungesattigten organischen Rest mit der Wertigkeit a bedeutet, 
A eine Carboxylgruppe -COOH, Schwefelsauregruppe -OSO2OH, Sulfonsauregruppe -SO3H, Phosphors aure- 
gruppe -OPO(OH)2 Phosphonsauregruppe -PO(OH)2 Phosphorigsauregruppe -OP(OH)2, phenolische Hydroxyl- 
20 gnippe oder ein Salz oder einen Ester einer der genannten Gnippen bezeichnet und 

a fur eine ganze Zahl von 1 bis 6 steht, 

strahleninduziert auf einer aktivierten Substratoberflache pfropfpolymerisiert, mit der MaBgabe, daB ein Monomer 

1. in dem A eine Carboxylgruppe -COOH oder ein Salz oder einen Ester der Carboxylgruppe bedeutet, entweder 
mindestens einen weiteren Rest A mit einer anderen der fur A genannten Bedeutungen enthait oder zusammen mit 

25 mindestens einem weiteren Monomeren I verwendet wird, in dem A eine andere der fur A genannten Bedeutungen 

hat. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man man als Monomer I eine Mischung von Mono- 
meren der allgemeinen FormeLn U oder HI 

30 Formel n:(C„H2o^_J(C00Rl)^ 

Formel HI: (C^U^^^XSO^^R})^ 

verwendet, wobei 

35 

n jeweils unabhangig fiir eine ganze Zahl von 2 bis einschlieBlich 6; 

x jeweils unabhangig fur 1 oder 2; 

g jeweils unabhangig fiir 0 oder 2 steht und 

40 der Rest R^ jeweils unabhangig -H, ein Aquivalent eines MetaUions oder einen Rest eines aliphatischen, cycloali- 

phatischen oder araliphatischen Alkohols bedeutet. . 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi man man als Monomer I ein von Benzol abgeleitetes 
Monomer der allgemeinen Formel 

45 Formel IV: (C6H6.i^^)BbR3^(OH)a 

verwendet, in der 

B jeweils unabhangig einen ein- oder zweiwertigen geradkettigen oder verzweigten Rest der Formeln 
(^nH2D-i-q-x)(^OORl)^ Oder (CnH2n_i^-x)(S03R^)^ bedeutet, wobei R^, n, g und x wie in Anspruch 2 definiert 
50 sind; 

R3 jeweils unabhangig Ci_4-Alkyl, -NH2, -COOH, -SO3H, -OSO3H, -OPO(OH)2 -PO(OH)2, -0P(0H)2, - 
OPO(0-)(X:H2-CH2-N-^(CTl3)3, -PO(0-)0-CH2-CH2-NXCH3)3, -OP(0-)OCH2-CH2-N+(CH3)3 oder gegebenen- 
faUs ein Salz oder einen Ester der genannten Gruppen bedeutet: 

55 b fiir 1, 2, oder 3 steht; 

c fiir 0, 1, 2, oder 3 steht; und 
d fur 0, 1, 2, Oder 3 steht; 

mit der MaBgabe, daB b -I- c + d < 6 ist. 
60 . 4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man als Monomer I eine Mischung aus Monomeren 
der allgemeinen Formeln V und VI 



65 



16 



DE 197 20 370 A 1 



CHRi=CHRi 

I2 CHRi=CHR5 

(H— (!:_R3_R4)„ (V) und " 'R2 (VI) 
H-lJ:— R3_R4 (toORe 
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verwendet, in denen 

Wasserstofif oder den Methylrest, 
R2 einen zweiwertigen organischen Rest oder eine C-C-Einfachbindung 15 
R3-0-oder-NH-, 

R'* Wasserstoff oder den Rest -S03-Na-^ 

R5 Wasserstofif, den Methylrest oder dem Rest -R^-COOR^, 

R^ Wasserstoff oder Na und 

n 4 oder 5 bedeuten; 20 
mit der MaBgabe, daB mindestens einer der Subsdtuenten R^ ein Rest -S03-Na"*' isL 

5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Monomeren II und IH so gewahlt werden, daB die 
gepfropfte Polymerschicht (iii) Carboxyl- und Sulfonsauregnippen, (iv) Carboxyl- und Sulfonatgruppen, (v) Car- 
boxylat- und Sulfonatgruppen, (vi) Carboxyl-, Carboxylat- und Sulfonatgruppen oder Carboxyl-, Sulfosaure- und 
Sulfonatgruppen enthalt. 25 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das molare Verhaltnis von Carboxyl- und/oder Car- 
boxy latgruppen zu Sulfonsaure und/oder Sulfonatgruppen 0,2 bis 3 betragt. 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das molare Verhaltnis von Carboxyl- und/oder Car- 
boxy latgruppen zu Sulfonsaure und/oder Sulfonatgruppen 0,4 bis 3 betragt. 

8- Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das molare Verhaltnis von Carboxyl- und/oder Car- 30 
boxylatgruppen zu Sulfonsaure und/oder Sulfonatgruppen 0,4 bis 2 betragt. 

9. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das molare Verhaltnis von Carboxyl- und/oder Car- 
boxylatgruppen zu Sulfonsaure und/oder Sulfonatgruppen 2 bis 10 betragt. 

10. Verfahrrai nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das molare Verfialtnis von Carboxyl- und/oder Car- 
boxylatgruppen zu Sulfonsaure und/oder Sulfonatgruppen 3 bis 10 betragt 35 

11. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das molare Verhaltnis von Carboxyl- und/oder Car- . 
boxylatgruppen zu Sulfonsaure und/oder Sulfonatgruppen 3 bis 5 betragt. 

12. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Monomer I bzw. die Monomeren I so gewahlt 
werden, daB die gepfropfte Polymerschicht Phosphorsauregruppen oder Phosphonsauregruppen oder deren Salze 
oder Ester enthalt. 40 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Aklivierung der Substralober- 
flachen durch in das Substratpolymer einpolymerisierte Monomere mit einer UV-strahlungssensitiven;Gruppe, 
durch UV-Surahlung, Plasmabehandlung, Coronabehandlung, Elektronenstrahlbehandlung, Beflammen und bzw. 
oder Behandlung mit einer starken Saure oder starken Base erfolgt, 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Akuvierung der Substratober- 45 
flache durch UV-Su*ahlung im Wellenlangenbereich von 100 bis 400 nm bei einer Expositionszeit von 0,1 Sekunden 

bis 20 Minuten erfolgt. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Akuvierung der Substratober- 
flache durch UV-Sttahlung im Wellenlangenbereich von 125 bis 310 nm bei einer Expositionszeit von von 1 Se- 
kunde bis 10 Minuten erfolgt. 50 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Akuvierung der Subsu-aiober- 
flache durch Hochfrequenz- oder Mikrowellenplasma bei einer Expositionszeit von 30 Sekunden bis 30 Minuten er- 
folgt 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB man die aktivierten Oberflachen 
vor der Beschichtung 1 bis 20 Minuten der Einwirkung von Sauerstoff aussetzt 55 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB man den Sauerstoff 1 bis 5 Minuten einwirken laBt 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daiB man die Polymerisation der Mo- 
nomeren durch Strahlen im Bereich von 250 bis 500 nm bewirkt. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB man die Polymerisation der Mo- 
nomeren durch UV-Strahlen im Bereich von 290 bis 320 nm bewirkt 60 

21. Verwendung von Substraten mit gemaB den Anspriichen 1 bis 20 beschichteten Oberflachen gemaB den An- 
spruche 1 bis 18 zur Hejrstellung von medizintechnischen oder biotechnischen Artikeln, Lagerbehaltem oder \fer- 
packungen. 

22. Verwendung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dafi die Artikel Katheter, Schlauche oder Rohrleitun- 
gen sind, 65 
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